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vom O 2-Partialdruckstabilisiertwird,undeinersauerstoffunabhängigen -Untereinheit.Es
gibtdabeimehrereHIF- -Untereinheiten,diehoheHomologienaufweisen:HIF-1 (Wang
undSemenza1995),HIF-2 (Tian,McKnight etal. 1997)sowiedasverkürzteund
inhibitorischwirkendeHIF-3 (Hara,Hamada etal. 2001).HIF-1 undHIF-2 unterscheiden
sichinihrenExpressionsmusternimGewebe(Wiesener,Seyfarth etal. 2002)undteilweise
auchindenvonihnenaktivierten Targetgenen(Wiesener, Turley etal. 1998;Hu,Wang etal.




HIF- undHIF-1 habenzweiProteindomänengemeinsam:einebHLH-Domäne (basichelix-
loop-helix)undeinePAS-Domäne(benanntnachdenerstenProteinen,indenendiesesMotiv
beschriebenwurde,PER,ARNTundSIM).DiebasischeDomäneundderC-terminaleAnteil
vonPASsindnotwendigf ü rdieDNA-BindungvonHIF- ,w ä hrenddieHLH-Domäneund
derN-terminaleAnteildesProteinsanderDimerbildungmitHIF-1 beteiligt sind.
DieHIF- -Proteineenthaltenzwei Transaktivierungsdomänen(TADs), überdiedieMoleküle
mitverschiedenenKoaktivatoreninteragieren.DieRegulationderHIF- -Proteinmenge










531 inHIF-2 )inAbhängigkeitvon2-Oxoglutarat,EisenundAscorbat(Jaakkola,Mole et










durchdasEnzymFIH (factorinhibitingHIF)f ü hrtzueinersterischenInhibitionderInter-
aktionzwischenHIF- unddemKoaktivator-KomplexCBP/p300(Freedman,Sun etal.
2002;Lando,Peet etal. 2002).DesWeiterenwirdHIF-1 aneinemLysinrestinnerhalbder



















(Imagawa,Goldberg etal. 1991;Tian,McKnight etal. 1997).EineBindungvonHIFandie
HRE-Regionf ü hrtzueinerAktivierungderExpressiondesbetreffendenGens(Jiang,Rue et
al. 1996).
DieAnpassungdesMetabolismusaneinenerniedrigten pO2 findetaufzweiWegenstatt:HIF
erhöhteinerseitsdie O 2-Versorgung überdasBlutgefäßsystemdurcheineAktivierungvon










Sauerstoffbenötigtwird(Kim,Tchernyshyov etal. 2006;Papandreou,Cairns etal. 2006).
DarüberhinausreguliertHIFGene,diebeiEntzündungsreaktionen (COX; Cyclooxygenase),





















Berra,Benizri etal. 2003;Tuckerman,Zhao etal. 2004),undunterschiedlicheAffinitäten
gegenüberHIF(Chan,Sutphin etal. 2005).
DieExpressionderPHDswirdaufmehrfacheWeisereguliert:DiePHD2-undPHD3-
ExpressionistHypoxie-induziert(Berra,Richard etal. 2001;delPeso,Castellanos etal.
2003;Berra,Benizri etal. 2003)undsomit TeileinesnegativenFeedback-Mechanismus, über
welchenHIF- reguliertwird.In Knock-down-Experimentenkonntegezeigtwerden,dassdie
ExpressionvonPHD2undPHD3darüberhinausdurchHIFreguliertwird(Aprelikova,






Eisenchelatoren,2-Oxoglutarat-Analoga(Epstein,Gleadle etal. 2001;Jaakkola,Mole etal.
2001;Ivan,Kondo etal. 2001)undStickstoffmonoxid(NO)(Kimura,Weisz etal. 2000;














-)bei.Dabeiist H 2O 2 ansicheinwenigreaktives,kleines,
ungeladenesMolekül,dasMembranbarrierendurchquerenundindenZellkerndiffundieren
kann. H 2 O 2 reagiertallerdingsmitzweiwertigemEiseninderFenton-Reaktionzu
HydroxylradikalenunddreiwertigemEisen(Fe







erhöht(Chandel,Maltepe etal. 1998;Chandel,McClintock etal. 2000;BelAiba,Djordjevic
etal. 2004;Goyal,Weissmann etal. 2004;Mansfield,Guzy etal. 2005)oderreduziertist
(Fandrey,Frede etal. 1994; Lee,Bender etal. 2001;Srinivas,Leshchinsky etal. 2001;Vaux,







Wartenberg,Ling etal. 2003;Liu,Berchner-Pfannschmidt etal. 2004)undeinereduzierte
HIF-ExpressionunterHypoxienachErhöhungvonROS(Fandrey,Frede etal. 1994;Huang,





Wartenberg,Hoffmann etal. (2005)zeigten,dasseine ÜberexpressionderNADPH-Oxidase
NOX1zueinerZunahmeanintrazellulärenROSundzueinemAbbauvonHIFunterHypoxie
führt.Eskonnteaußerdemgezeigtwerden,dasseineInkubationmitNADPH-Oxidase-
InhibitorenzueinerStabilisierungvonHIFf ü hrt(Yang,Zhang etal. 2003;Wartenberg,1Einleitung
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1998;Chandel,McClintock etal. 2000).DemModelldes „mitochondrialenSauerstoff-
sensors“ liegtzugrunde,dassdurchdiemitochondrialeAtmungsketteunterHypoxieROS




einerStabilisierungvonHIF)f ü hrt(Chandel,Maltepe etal. 1998;Chandel,McClintock etal.
2000;Schroedl,McClintock etal. 2002).DieseBeobachtungwirdjedochvonanderen
Gruppenwiderlegt,diekeineVeränderungderHIF-StabilitätnachInhibitionderElektronen-
transportkettenachweisenkonnten(Lee,Bender etal. 2001;Srinivas,Leshchinsky etal.









AktivierungderProlylhydroxylasen – seiesdirektoderindirekt übereinenEinflussauf









SauerstoffundN ä hrstoffenf ü hrt.DerGradanHypoxieimTumorgehteinhermiteinem
aggressiverenundstärkermetastasierendenPhänotyp(Brizel,Scully etal. 1996;Hockelund
Vaupel2001)sowieeinererhöhtenResistenzgegenüberStrahlen-undChemotherapie
(Unruh,Ressel etal. 2003;Moeller,Dreher etal. 2005).DesWeiterenkonntemaneine
KorrelationzwischenderHIF-Expressionin Tumorenundder Tumorprogressionbeobachten,
d.h.mitzunehmendemMalignitätsgradwarenerhöhteHIF-Expressionsspiegelzufinden
(Elson,Ryan etal. 2000).HistologischeBefundezeigeneineHochregulationvonHIF-1 in
verschiedenenTumoren(OvarialkarzinomundOesophagealkarzinom,Darm-,Brust-und
Hautkrebs)(Maxwell,Dachs etal. 1997;Zhong,DeMarzo etal. 1999)sowieeineerhöhte















InaktivierungvonTumorsuppressorgenenwie p53 und PTEN (An,Kanekal etal. 1998;
Zundel,Schindler etal. 2000)oderdieAktivierungvonOnkogenenwie V-SRC (Jiang,Agani
etal. 1997)und RAS (Chen,Pore etal. 2001)sowiedieAktivierungverschiedener
Wachstumsfaktor-Signaltransduktionswege(EGF,PDGF,Insulin,IGF)f ü hrenzueinem
AnstiegderHIF-Aktivität(Zelzer,Levy etal. 1998,Feldser,Agani etal. 1999; Zhong,Chiles1Einleitung
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etal. 2000;Richard,Berra etal. 2000).Auchdiep42/p44MAPKphosphoryliertHIFund
aktiviertHIF-Targetgene(Berra, Milanini etal. 2000).
Interessanterweisef ü hrtdieAktivierungvonHIFabernebendenbeschriebenen
Mechanismen,diezueinemerhöhtenWachstumundeinerverbessertenAnpassungvon
TumorzellenandiehypoxischeMikroumgebungf ü hren,auchzurInduktionvon Targetgenen,
diesichnegativaufdasTumorwachstumauswirken,soz.B.durchInduktionvonApoptose,
diedurchdieAktivierungvon p53 (Graeber,Osmanian etal. 1996;Carmeliet,Dor etal.
1998)oderproapoptotischenMitgliedernder bcl-2-Familiewie BNIX oder BNIP-3 (Sowter,
Ratcliffe etal. 2001)hervorgerufenwerdenkann.Darüberhinauswurdegezeigt,dassHIF-
1 -bzw.HIF-2 -ÜberexpressioninTumorenzueinerWachstumsverlangsamungf ü hrenund
HIFauchalsTumorsuppressoragierenkann(Blancher,Moore etal. 2000;Acker,Diez-Juan





































FürdieseUntersuchungenwurden HIF-1 , HIF-2 undeineHIF-dominant-negative (HIF-
dn)Mutante,dersowohlbeideTransaktivierungsdomänenalsauchdieDNA-Bindungs-
domänefehlen,ineinemTetracyclin-induzierbarenSystem(Tet-ON-System)indieZellen



















































Alexa-568konjugierteZiege-anti-MausIgG(MolecularProbes,MoBiTec,G ö ttingen);f ü r
Immunhistochemie1:250eingesetzt






Oligonukleotidef ü r PCR




hHIF-1 fw CCATTAGAAAGCAGTTCCGC 60°C
hHIF-1 rev TGGGTAGGAGATGGAGATGC




















































Cytb561D2_TOPOfw CACCATGGCCCTTTCTGCGGAGACCG 63°C 1:00
Cytb561D2_TOPOrev TGGTTGGATCCTCTTGCGGTATAG











Oligonukleotidef ü rdie in-vitro-Mutagenese






























































besteht,dief ü rdie tetOperatorsequence (tetO)codiert,und



































hHIF-2 inpcDNA3 VollständigecDNA-SequenzdeshumanenHIF-2 inpcDNA
(vonS.McKnight)
hHIF-1 inpcDNA VollständigecDNA-SequenzdeshumanenHIF-1 inpcDNA
(vonR.Wenger)























hHIF-1 inpTRE2 DasHIF-1 -Fragmentwurdemit VspI/ClaI-Schnittstellenaus
pBSKisoliertund überdie EcoRV/ClaI-Schnittstellenhinter
den phCMV*-1PromoterinpTRE2kloniert



















GFPinpTRE2hygro DasGFP-Fragmentwurde überdie VspI/SalI-Schnittstellen
auspECFP-C1isoliertund überdie PvuII/SalI-Schnittstellen
inpTRE2hygrokloniert










hHIF-1  - PP-V5in
pcDNA3.1




















pcDNA-HIFdn-V5 HIF-2 -dnwurdeunterVerwendungderHIF-2 dn_TOPOfw-








QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit an der
BindungsstellevonFIHderAsparaginrest803zuAlanin
mutiert.








































HIF-1 Dasf ü rdieSondeverwendeteFragmentwurdemit KpnI/NotI-
SchnittstellenaushHIF-1 inpBSKgeschnitten.
HIF-dn Dasf ü rdieSondeverwendeteFragmentwurdemit BamHI/NotI-
SchnittstellenausmHIF-2 dn-Flaggeschnitten.


























DieEnzymef ü rdiereverse Transkription,RNAGuard®,SuperScriptII® sowieRNAseH
wurdenvonInvitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.bezogen.
TaqPolymerasewurdeebenfallsvonInvitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.bezogen.
DieAmplifikationvoncDNAf ü rdieKlonierungwurdemitPfuUltra™ High-Fidelity
DNAPolymerase(Stratagene,CedarCreek, TX,U.S.A.)durchgeführt.
























































































 Die in-vitro-MutagenesevonHIF- -PPzuHIF- -PPAwurdemitdem
QuikChange® Site-DirectedMutagenesisKit(Stratagene,CedarCreek,TX,
U.S.A.)durchgeführt.





 DieProteinbestimmungf ü rWesternBlotserfolgtemit D C -ProteinReagents
PackagevonBio-Rad(München)nachderMethodevonLowry(Lowry,
Rosebrough etal. 1951).
 Die in-vitro-Transkriptionund-TranslationwurdemitdemTNT® Coupled
Reticulocyte LysateSystemvonPromega,Madison,WI,U.S.A.,durchgeführt.
 FürLuciferase-AssayswurdeeineProteinbestimmungnachBradfordmitBio-Rad













 H 2 Oad20 µl3MaterialundMethoden
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DieReaktionsbedingungenlautetenwiefolgt:
3min 94 °C (Denaturierung)
1min 94 °C
1min X °C 25-35Zyklen
Ymin 72 °C












bei9300 g zentrifugiertundder Überstandverworfen.DasPelletwirdin50 µlPCR-Lysis-
Puffer(50mMKCl;1,5mMMgCl2;10mMTris,pH8,3;0,45%NP-40;0,45% Tween-20;
100 µg/mlProteinaseK)resuspendiert,kurzgemischtunddannimHeizblockunter
Schüttelnbei37°Cf ü r20minlysiert.VondiesemLysatwird1µ lals TemplateinderPCR































Hybridisierungspufferf ü r20minbei68 °Cvorhybridisiert.Anschließendwurdediezuvor


















DiePCR-ReaktionwurdemitdemABsolute™ QPCRSYBRGreen Mix(ABgene, Epsom,
UK),je80nMderentsprechenden forward-und reverse-Primerund0,1 µlcDNAausder
unter2.7.5beschriebenenreversenTranskriptionsreaktiondurchgeführt.DiePCRund













beträgt,das „Rauschen“) überschreitet,wirdalsSchwellenwertzyklus (ThresholdCycle,
Ct)derjeweiligenProbezugewiesen(Neusser2001). Überdiesen C t-Wertdeszuunter-









Der Ct-WertistdabeidieDifferenzausdem C t-WertderunbehandeltenKontrolleund
derzuuntersuchendenProbe(Pfaffl2001).DieEffizienzEderPCR-Reaktionmitdem
jeweiligenPrimerpaarwirdbestimmt überdieQuantifizierungeinerDNA-
Verdünnungsreihe überf ü nfbissechslog-Stufen.Darausl ä sstsichmitHilfederiCyler™-
SoftwareeineStandardkurveberechnen,ausdersichdieEffizienzderReaktionableiten
lässt.DamanbeieinerPCR-Effizienzvon100%genaueineVerdopplungder



































bestimmt.ZurWestern-Blot-Analysewurdenje15 – 25 µgProteinlysataufdasGel
geladen.
DieWestern-Blot-AnalysenwurdennachSambrook(1989),indenApparaturenMini-
Protean3Cell™ bzw.Mini-Trans-BlotCell™ derFirmaBio-Rad,M ü nchen,
durchgeführt.DabeiwurdendieProteinef ü rdieAnalysevonHIF- für110minbei120V
ü bereine8%-SDS-PAGE(siehe2.4.3)aufgetrennt,f ü rdieAnalysederV5-markierten






















































































































FürdieTransfektionwurdenproAnsatzim6-Well 1,5 µgDNAin50 µlDMEMaufge-









AlsKontrollef ü rdieTransfektionseffizienzwurdejeweilsein Well mitdergleichen
MengepECFP-C1transfiziert.DieTransfektionseffizienzkonntesoamn ä chstenTag über





























































































































100%Methanol überschichtet.Nach20minInkubationbei4 ° CwurdedasMethanol












































1 -Proteinmenge scheintdagegennichtweiteranzusteigen.Einesehrhohe Expressionvon

























eineunterschiedlicheSensitivität,teilweisef ü hrteschoneineZugabevon100 µM H2O2zu
einemAbbauvonHIF(G141,U87),teilweiseersteineDosisvon250 µM(G142,229).




KonzentrationenimMedium,Inkubationf ü r6hunterNormoxiebzw.Hypoxie(1% O2),anschließend
Ernte.(B)WesternBlot:BehandlungvonG55TLmit5mMNMPGimMediumf ü r6h,Inkubationunter





















1% O2 21% O2
5mMNMPG --+-+-+-+ --+-+-+-+




1% O2 21% O23Ergebnisse
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DieRegulationvonHIF- istdesWeiterenauchdosisabhängig,wieinAbb.3Bf ü rzwei























































































unterHypoxiesowohlf ü r6halsauchf ü r18hinduziertwerden.DieInduktionshöheder
einzelnenGenevariiertdabeistarkzwischeneinerVerdoppelungderrelativenLDH-
ExpressionunterHypoxiebishinzueiner120fachh ö heren ExpressionunterHypoxievon
CAIX.DieseInduktionwirdvorallemw ä hrendderl ä ngerenInkubationszeitdurchdie
AnwesenheitvonWasserstoffperoxiddosisabhängig signifikantreduziert.
DesWeiterenwurdeauchdieAktivitäteinesHRE-Promotor-ReportersinAn-bzw.



































































































































































µmH 2 O 2
6h 18h
















µmH 2 O 2
6h 18h




durchROS. G55TL(A)quantitative realtime PCR
nachBehandlungmitverschiedenenKonzentra-
tionen H 2 O 2 imMediumf ü r6bzw.18hunter































unterUmständenimSerumenthalteneKatalase,diedieReaktion H 2 O 2  H 2 O+ O 2











































































0510203060120 min Abb. 6
HIF-RegulationdurchROSunterNormoxie:Western
Blot:BehandlungvonG55TLmit100 µM H2O2 imMedium





eineStundemitverschiedenenKonzentrationen H 2O 2 behandeltunddieZellenf ü r4h
unterHypoxieinkubiert.Abb.8zeigt,dassdieAbwesenheitvonSerumsogarzueiner

































G55TLmit H 2 O 2 inMediummitbzw.ohne
Serum,Inkubationf ü r4hunterHypoxie(1% O2),
anschließendErnte.3Ergebnisse
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21% O2 3% O2
HIF-1
Tubulin











unterNormoxie(21% O 2 )bzw.



































mit H 2O 2 zeigtsich,dassdieROS-SensitivitätderHIF-ExpressionvomVHL-Statusder
Zellenabhängigist:IndenVHL-defizientenRCC10-ZellenbleibtdieHIF-Proteinmenge
nach H 2 O 2 -Behandlungunverändert,inRCC10-63dagegenf ü hrtdie H 2 O 2 -Zugabezu
einerVerringerungdesHypoxie-induziertenHIF-Proteins.DieseBefundelegennahe,dass
VHLdendurchROS-ZugabeinduziertenProteinabbaumediiert.
1% O2 21%O 2 1% O2
HIF-1
Tubulin





1% O2 1% O2 21%O 2 21%O 2 1% O2 1% O2
HIF-1
Tubulin
- + -+ -+
RCC10 RCC10-63
100 µM H2O2












































H2O2 imMediumf ü r6hunter
Hypoxie,anschließendErnte.










100 µM H2O2 - + - + - +




100 µM H2O2 - + - + - +








- + - + - +






- + - + - +













MutationderProlylrestezueinerUnempfindlichkeitgegenüber H 2 O 2 f ü hrt.Diesgilt












wurdenunterNormoxiemitdemInhibitorbzw.denEisenchelatorensowie H 2 O 2 im
HIF-1
21% O2






100 µM H2O2 - + - - + -+ - + - - +-+






































Hypoxie)zueinerHIF-Induktionf ü hren.DieAscorbat-Gabef ü hrtzueinerDestabili-
sierungvonHIFunterHypoxie,DFO-induziertesHIFwirdebenfallsdurchAscorbat
abgebaut.DMOG-undDP-induziertesHIFwirdanalogzudennach H 2O 2-Behandlung
beobachtetenEffektennichtabgebaut.DieseVersuchebestätigen,dassAscorbateinen




























-+  -+   -+ -+ -+ 100 µMAscorbat




-+  -+   -+ -+ -+ 100 µMAscorbat




















Behandlungmit H 2O2 unterHypoxiezueinerstarkenZunahmeanzweiwertigemEisen.
Hierlag über90%des EisensinreduzierterFormvor.
























KontrolleAscorbat Kontrolle H2O2 Ascorbat
Eisen(III)
Eisen(II)












KontrolleAscorbat KontrolleAscorbat Kontrolle Kontrolle H2O2 H2O2 Ascorbat Ascorbat Ascorbat
Eisen(III)
Eisen(II)


































































Reduktionsäquivalente überdieMembran,welchef ü rdieRegenerationvonAscorbat
notwendigsind(Srivastava1995).AlsFerrireduktasenwurdedieFamilieerstmalsnach
derIdentifizierungdesCytb561-HomologsDcytb(duodenaleCytochrom b Reduktase)
bezeichnet,dasimDuodenumdieReduktionvonschwerl ö slichemdreiwertigem Eisenzu
zweiwertigemEisenkatalysiert(McKie,Barrow etal. 2001).Nebendiesenbeiden
ProteinengibtesnochdreiweiterehumaneHomologe,dieallediekonserviertecytb561-
Domäneaufweisen: Cytochromeb-561domaincontaining 1 (Cytb561D1), Cytochromeb-
561domaincontaining 2 (Cytb561D2)unddasAscorbat-abhängigeCytochrom3
(CyAsc3) (www.ensembl.org; Tsubaki,Takeuchi etal. 2005).EineweitereDatenbank-
RechercheergabfolgendeEigenschaftenf ü rdieHomologe:



















inHefeoderPflanzenauf.InM ä usenundDrosophilaisteinverwandtesProtein, sdr2,das
ebenfallsalsFerrireduktasebeschriebenwurde,bekannt(Shirozu,Tada etal. 1996;













(nachDatenaus:Srivastava,Duong etal. 1984;Ponting2001;Bashtovyy,Berczi etal. 2003)3Ergebnisse
59

















eineeisenreduzierendeAktivitätnurf ü rDcytb(McKie,Barrow etal. 2001)undCytb561

























































































Untersuchung der Funktionalität der
Kandidatengene.TransienteTransfektionmit


















































































































































































































































































































































































Hypoxie. Quantitative realtime PCR.Inkubationunter



















































































































Hypoxie-induziertenHIF-Expressionf ü hrt:Eine ÜberexpressionvonCytb561D1f ü hrtzu
einerdosisabhängigenDestabilisierungvonHIF.Die ÜberexpressionvonCytb561D2
führtebenfallszueinerVerringerungderHIF-Proteinmenge.AuchdieTransfektionmit



































+ + + + +














D2 CyAsc3 CyAsc3 Dcytb Dcytb
+ + + + +
















































































































































































untersuchen,wurdenimn ä chstenSchritt „lossoffunction“-Untersuchungendurchgeführt.
















fürjedesGendieSequenzmitdemstärkerenEffektf ü rweitereVersucheausgewählt:F ü r
HIF-1 dieSequenzII,f ü rCytb561SequenzI,f ü rCytb561D1SequenzII,f ü rCytb561D2

















































































































































































































































































































Kontrolle. siCytb561D1und siDcytbdagegenhattenhierkaumeinen Effekt.
UnternormoxischenBedingungenscheinensomitvorallemCytb561undCyAsc3einen
EinflussaufdieStabilitätvonHIFzuhaben.UnterHypoxiespieltnebendiesenbeiden
EnzymenauchCytb561D2eineRolle – eine Überexpressionf ü hrtzueinerReduktionin





DieFerrireduktasenk ö nntendasEnzymsystemsein,dassdasROS-Signal übereine
vermehrteReduktionvon EisenunddamiteineAktivierungderPHDsanHIFweiterleitet.
UmdieseAktivierungdesEnzymsystemszuuntersuchen,wurdenZellennacheiner











Hypoxie.(B)Behandlungmit250 µM H2O2 imMediumf ü r6hunterHypoxie(1% O2),anschließend
Ernte.
+ + + + + +
HIF-1
Tubulin











inderKontrollef ü hrte.Ein knockdown derFerrireduktasenhingegenf ü hrtezueiner
VerminderungderROS-vermitteltenReduktionderHIF-Expression.Insbesonderedie





































































































HIF-1 ,(B)pTRE2-HIF-2 bzw.pTRE2hygro-HIF-2 ,(C)
pTRE2hygro-HIF-2 -dn(Anti-Flag-Antikörper)und(D)pTRE2-
GFPbzw.pTRE2hygro-GFP,amn ä chstenTagZugabevon






werden.Auchhierwardien ö tigeAntibiotikumkonzentrationvon200 µg/ml übereine
Toxizitätskurvebestimmtworden.NunwurdewiederummitHilfedesAntibiotikums
selektioniertunddie überlebendenKolonienisoliert.DieweitereCharakterisierungdieser
Kolonienerfolgtef ü ralleKlonewieimFolgendenexemplarischf ü rHIF-2 -dngezeigt.



























eineh ö hereExpressionvonHIF-2 -dnzusehenist.Klon10,derzwardenHIF-dn-
Genotypaufweist(sieheAbb.25)zeigtdagegenkeineInduktionaufRNA-Ebene.

























3 4 7 8 9 10 13 16
-+-+-+-+-+- -+-+ + 1 µ g/mlDox
HIF-2 -dn
Actin
3 4 7 8 9 10 13 16







































































































































































































InduktionvonpTREhygro-HIF-1 und –HIF-2 inG55TLTet-ON-Zellen: (AundB)Behandlung
mit1µ g/mlDoxycyclinimMediumf ü r40h,InkubationunterNormoxie,37°C,anschließendRNA-
Isolation.(A)quantitativeRT-PCRmitPrimernEGFPundHIF-1 -revbzw.HPRTfwundHPRTrev;
relativeExpressionvonpTREhygro-HIF-1 imVergleichzuHPRTnachInkubationohne ( )undmit
Doxycyclin ( )(B)quantitativeRT-PCRmitPrimernEGFPundHIF-2 -revbzw.HPRTfwundHPRT
rev;relativeExpressionvonpTREhygro-HIF-2 imVergleichzuHPRTnachInkubationohne ( )und
























































0 0 0,10,250,51 5µ g Dox / mlMedium









0 0 0,10,250,51 5µ g Dox / mlMedium
21% O2 1% O2
00,10,250,51 5 µ gDox / ml
HIF-1
Tubulin









dassehrlichtempfindlichist (www.sigmaaldrich.com),sein.DieseRadikalek ö nntenf ü r
denAbbauvonHIFverantwortlichsein.UmeinensolchenMechanismuszuverhindern,
wurdenzumeinenalleVersucheinabgedunkeltenR ä umenwiederholt,waszu










-+- -+-+ + 1 µ g/mlDox
HIF-1
Tubulin





















Mediumf ü r40h,Inkubationf ü r6hunter
Hypoxie(1% O 2 ),anschließendErnte.
(B)G55TL#10pTREhygro-HIF-1 #21.Western
Blot:1 µ g/mlDoxycyclinimMediumf ü r40h,





















































































SauerstoffradikaleinAbhängigkeitvomperizellulären O 2 -Druckproduzieren:unter
NormoxieistdieProduktionmaximal,dieAbnahmedes pO2 führtzueinerReduktion.
Wenndie H2O2-Produktion pO2-abhängigist,sosolltedieexterneErhöhungvon H2O2 in
hypoxischenZelleneinenhohen pO2 imitierenundsomitdieHIF-abhängige
Genexpressionunterbinden.Umdieszuuntersuchen,wurdenverschiedeneGlioblastom-












Studien überdieWirkungvonSauerstoffradikalenaufHIFf ü hren,wieeingangserwähnt,
häufigzusehrunterschiedlichenundsogargegensätzlichenErgebnisseninAbhängigkeit
davon,obessichumnormoxische,hypoxischeoderWachstumsfaktor-vermittelte
Signalwegehandelt.Beispielsweisef ü hrtdie ÜberexpressiondesROS-produzierenden
EnzymsSODzueinervermehrtenProduktionvonRadikalenundzueinerAktivierungvon




in H 2 O 2 -behandeltenglattenAortenmuskelzellenf ü hrtzueinerHeraufregulationvon





AnstiegderHIF-Proteinmengef ü hrt.Hierwirdein pO2-unabhängigerMechanismus
diskutiert,der überdieProteinkinaseCzueinererhöhtenmRNA-Transkriptionund über
eineAktivierungvoneIF-4F überdiePI3K/p70S6K/mTOR-Signalwegezueiner

































-Aktivierung(Liu,Christou etal. 1998;Sogawa,Numayama-Tsuruta etal. 1998;Huang,
Willmore etal. 1999;Mateo,Garcia-Lecea etal. 2003).HierliegteineBlockadeder
mitochondrialenCytochrom c-Oxidasezugrunde,sodasseszueinerintrazellulären
Umverteilungdesvorhandenen O2 kommtunddensauerstoffabhängigenPHDsmehr O 2




























Serumenthaltenseink ö nnte,katalysiertdieReaktion H2O2  H2O+ O2 indenZellen,so
dassmanvermutenk ö nnte,dassdieReduktionimHIF-Gehaltnach H 2O 2 -Behandlung
auchdurcheineerhöhteProduktionvonmolekularemSauerstoffverursachtwerden
könnte.Zumeinenistaber H2O2nachsehrkurzerZeitmetabolisiertundderregulatorische


















































durchRotenonef ü hrtzueinemAbbauvonHIFunterHypoxie(Chandel,Maltepe etal.
1998).EsgibtunterschiedlicheBeobachtungenzudenFolgeneinerInhibitionvon
KomplexIII – einigeStudien(Chandel,McClintock etal. 2000;Guzy,Hoyos etal. 2005;
Mansfield,Guzy etal. 2005)zeigteneineErhöhungderHIF-Menge,w ä hrendandere





vonHIF(Mateo,Garcia-Lecea etal. 2003;Hagen,Taylor etal. 2003;Hagen,D'Amico et
al. 2004).IndenindieserArbeitverwendetenG55TL-ZellenhattedieInhibitionder
verschiedenenKomponentenderAtmungskettedurchspezifischeInhibitorendereinzelnen



























undZhan2005).Eine ÜberexpressionderNOX1f ü hrtzueinererhöhtenROS-Produktion4Diskussion
88
undzueinemAbbauvonHIFunterHypoxie,eineAktivierungderGTPaseRac1ebenfalls
(Wartenberg,Hoffmann etal. 2005;Gorlach,Berchner-Pfannschmidt etal. 2003).
SollteeineOxidasealsSauerstoffsensorfungieren,som ü sstedurcheineInhibitionder


















































































Aktivitätist,istwiederholtgezeigtworden(Salceda,Beck etal. 1996;Huang,Arany etal.

































DasowohlAscorbatalsauch H 2 O 2 denFe
2+-GehaltindenZellenerhöhenundbeide



















DasseineZugabevon H2O2 zueiner ErhöhungvonreduziertemEiseninderZellef ü hrt,ist4Diskussion
92
nicht übereinendirektenEffektzuerklären,da H2O2 inderFenton-ReaktionEisenoxidiert
(Fe






2+ vermindertwird,sodassdieAktivitätderPHDssinkt. H2O2 mussalsonocheinen




































(Cytb561D1), Cytochromeb-561domaincontaining 2 (Cytb561D2)unddasAscorbat-
abhängigeCytochrom3(CyAsc3).
DieuntersuchtenEnzymeweiseneineFerrireduktase-Aktivitätauf.Diesewarvorhernur





























stimmt(Liu,Berchner-Pfannschmidt etal. 2004).Interessantw ä reeineweitereUnter-
suchungdergenauenzellulärenLokalisationderFerrireduktasen,daeineKo-Lokalisation
miteinemROS-produzierendenEnzymwiederNADPH-Oxidasezueinerweiteren












































Phosphatase1Bdurch H 2O 2 reversibelmodifiziertunddadurchihreAktivitätmoduliert
















Fe3+ Fe3+ Fe2+ Fe2+
PHD
OH OH




















vonApoptosedurchdieAktivierungvon p53 (Carmeliet,Dor etal. 1998;Metcalfe,Weeds
etal. 1999)oderpro-apoptotischenMitgliedernder bcl-2-Familiewie BNIX oder BNIP-3
beschrieben(Review:GreijerundvanderWall2004).HIF-1 -bzw.HIF-2 -Über-
expressioninTumorenf ü hrtebenfallszueinerWachstumsverlangsamung(Blancher,

















































zerfallenk ö nnteunddabeiRadikalegebildetwerdenk ö nnten,sodassessichumeinen
Radikal-vermitteltenAbbauvonHIFhandelnw ü rde,bestätigtesichebenfallsnicht,denn





Dadas Tet-ON-Systemeinetabliertesundinder Literaturh ä ufigbeschriebenesSystemist,
istdieswohldurcheinesehrhoheSensitivitätdervonunsverwendetenGlioblastom-Linie
gegenüberDoxycyclinzuerklären.Einem ö glicheErklärungf ü rdiebeobachtetenEffekte









(Smith,Mickler etal. 1999;Vieillard-Baron,Frisdal etal. 2000;Ryan,Usman etal. 2001)






































































































settinglowsteady-statelevelsofHIF-1alphainnormoxia." Embo J 22(16):4082-
90.
Berra,E.,A.Ginouves,etal.(2006)."Thehypoxia-inducible-factorhydroxylasesbring
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